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INTRODUCCION

Hasta mediados del siglo pasado el uso farmacolégico de compuestos esteroidales era
inasequible para gran parte de la poblacidbn por su alto valor comercial y dificil

obtencion.?

El descubrimiento de sapogeninas esteroidales (SE) y su uso como precursores de
hormonas sexuales sintéticas, corticoesteroides, diuréticos, anticonceptivos,
ecdisteroides, brasinoesteroides y mas recientemente cefalostatinas permitié la

produccioén de algunos de estos compuestos a gran escala.

Actualmente el estudio de SE y la modificacién en su estructura han dado lugar a la
produccion de nuevos compuestos con mejores propiedades farmacoldgicas, mediante

rutas sintéticas menos complejas y de menor costo.

La quimica de la cadena lateral de las SE ha sido intensamente estudiada durante el
altimo siglo. Trabajos publicados recientemente han establecido las bases para
continuar la investigacion en esta area. Se ha encontrado que derivados de SE con la
cadena lateral modificada presentan actividad biolégica interesante.

Es por ello que el presente trabajo estd dirigido a la sintesis y caracterizacion de
furoespirostanos derivados de 23-oxosapogeninas, contribuyendo al estudio de nuevas
transformaciones de la cadena lateral de SE para la obtencion de compuestos

potencialmente bioactivos.




OBJETIVO GENERAL

e Sintesis y caracterizaciéon de furoespirostanos, derivados de SE con cadenas

laterales modificadas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Introduccion de modificaciones en el Anillo F de los acetatos de las SE
tigogenina y diosgenina para la obtencion de derivados con posible actividad

bioldgica.

e Caracterizacion estructural de los derivados esteroidales obtenidos, utilizando

técnicas de Resonancia Magnética Nuclear.

HIPOTESIS

La modificacion estructural de la cadena espirocetalica de sapogeninas esteroidales,
partiendo de la funcionalizacion de la posicion C-23, permitira la obtencion de derivados

furoespirostanicos analogos a SE que presentan importante actividad biolégica.




ANTECEDENTES
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4.1. ESTEROIDES
4.1.1. Generalidades

El nombre “esterol” (del griego estéreos = soélido) se refiere a los alcoholes sélidos
obtenidos de la fraccion insaponificable de los extractos lipidicos que abundan en
tejidos de vegetales (fitoesteroles (1)) y de animales superiores (como el colesterol (2))
(figura 1).*

CHs
CHs CH, CHs CH,
AN
CHs W
HO HO

Estigmasterol(1) Colesterol (2)

Figura 1. Esteroles de abundancia natural.

El término “esteroide” (semejante al esterol) se introdujo en 1936 para definir a todos
los compuestos que poseen un esqueleto del tipo de los esteroles.? Los esteroides son
sustancias basadas en una estructura quimica compuesta de atomos de carbono e
hidrogeno ordenados en un sistema de cuatro anillos unidos, que en conjunto reciben el
nombre de ciclopentanoperhidrofenantreno (3). Cada ciclo se identifica con las letras A,
B, C y D respectivamente y sus atomos de carbono se numeran de acuerdo a las
reglas de nomenclatura para esteroides, establecidas por la IUPAC en el afio 1957

34,5

(figura 2).

®3)

Figura 2. Ciclopentanoperhidrofenantreno. Nucleo caracteristico de esteroides.




Generalmente las fusiones de los anillos A:B, B:C y C:D en el sistema policiclico
presentan configuracién trans (serie 5a) (4), sin embargo, aunque con menor
frecuencia, también se han encontrado una serie de compuestos en los que la fusion de

los anillos A:B posee configuracion cis (serie 5B) (5) (figura 3).%*

CHs CHs
R
CH, R CH3
5 H 5 H
H 4 ®)

Isémero serie 5a Isémero serie 58
A:B-trans / B:C-trans / C:D-trans A:B-cis / B:C-trans / C:D-trans

Figura 3. Sistemas basicos de anillos en las series 5a y 5B de los esteroides.

Los atomos 18 y 19, que sobresalen del plano general del sistema de anillos, estan
enlazados como grupos metilo angulares (CH3) a las posiciones C-13 y C-10
respectivamente.* Practicamente todos los esteroides naturales contienen funciones
oxigenadas en la posicion C-3 (a 0 B), que pueden corresponder a un grupo hidroxilo

(OH) o0 a un grupo carbonilo (C=0) 3-oxo-esteroides.®

Miles de compuestos naturales y sintéticos presentan la estructura quimica
anteriormente descrita, aunque con pequefias variaciones. Comunmente algunos
atomos de hidrégeno son reemplazados por otro atomo o grupo de atomos, o por

dobles enlaces situados en diversas posiciones del nlcleo esteroidal.

Las variaciones estructurales que alteran la constitucion quimica de los compuestos
esteroidales, determinan sus propiedades fisicas y quimicas, su reactividad y su
interaccién especifica con receptores hormonales y enzimas, produciendo

comportamientos biolégicos distintos.®

10
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Al igual que otros compuestos naturales, los esteroides tienen nombres comunes que
reflejan su origen biolégico o alguna circunstancia particular. Las hormonas sexuales
masculinas (6) y femeninas (7), las hormonas adrenocorticales (8), (9), la vitamina D
(10), los acidos biliares (2), (11), los esteroides cardioactivos (12), y las sapogeninas
esteroidales (13) son ejemplos de esteroides naturales de gran importancia biolégica
(Figura 4).%"

CHs
OH
=0
(@) o~
testosterona (6) progesterona (7)
OH
o o
HO
=
cortisona (8) aldosterona (9)

HO™"

HO™ acido cdélico (11)

H
digitoxigenina (12) diosgenina (13)

Figura 4. Algunos esteroides naturales de importancia bioldgica.
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Otro importante grupo de esteroides esta constituido por los de origen sintético, dentro
de los cuales se encuentran los anticonceptivos orales, como la noretisterona (14)
sintetizada por primera vez en 1951 por Miramontes, Djerassi, y Rosenkranz en la

Compafifa Sintex S.A. en la ciudad de México (figura 5).

OH%

Noretisterona (14)

Figura 5. Primer anticonceptivo oral sintetizado.
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4.2. SAPOGENINAS ESTEROIDALES
4.2.1. Definicion

Las sapogeninas esteroidales son un grupo muy importante de sustancias que se

encuentran en la naturaleza en forma de glicésidos (saponinas).

Las saponinas existen en diversas plantas y forman abundante espuma cuando son
agitadas en disoluciones acuosas, de ahi la denominacién de saponinas (del latin
sapo= jabon).2 Estan constituidas por dos partes estructuralmente muy diferentes; una
parte de sapogenina (aglicon) y otra parte de azucar (1 a 5 unidades de monosacaridos;
las mas comunes: glucosa, galactosa, ramnosa, arabinosa y xilosa) enlazada mediante

un enlace B-glicosidico al carbono 3 de la sapogenina (figura 6).>*°

CH3

Sapogenina

O
Ho /L
H H (15)
H
H
OH OH
H
HO O
CHs
H H
H H
OH OH

Figura 6. Estructura completa de la saponina esteroidal, dioscina.'

Debido a que las saponinas se encuentran como mezclas de alto peso molecular, su
caracterizacion y aislamiento presenta ciertas dificultades, por ello, las mezclas crudas
se someten a hidrdlisis (acida o enzimatica) para obtener uno o varios azucares y a la
sapogenina en su forma libre (Figura 7, Tabla 1).® La reactividad quimica de ambas

partes ha sido estudiada extensamente.

13
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CHs

ROH

(15) (13)

R= a-L-ram-(1—>2)- a-L-ram-(1 —>4)-p-D-glu

Figura 7. Obtencion de diosgenina (13) a partir de la hidrélisis acida de dioscina.

Algunos ejemplos de saponinas esteroidales, sus correspondientes azucares y
sapogeninas, se muestran a continuacion (Tabla 1).

Tabla 1. Saponinas y sapogeninas esteroidales.?

Saponina Sapogenina Azucar
dioscina diosgenina (13) (2) ramnosa
C4?,H7?016 Cy7H4503 (l) glucosa
C;[Z;I;-?;r(])alg diosgenina (13) (2) glucosa
022”22%8 diosgenina (13) (1) glucosa

tigonina tigogenina (21) g; ggjlggtsoasa
Cs6Ho2027 C27H4403 (1) xilosa
amolonina (3) glucosa

tigogenina (21) (1) galactosa

Ce3H104031

(2) ramnosa
sarsasaponina | sarsasapogenina (23) | (2) glucosa
C45H74017 C27H4403 (l) ramnosa

14
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4.2.2. Fuentes naturales de sapogeninas Utiles para la sintesis de farmacos

esteroidales.

Las sapogeninas esteroidales estan presentes en especies del reino vegetal marino y

terrestre.’

Se ha demostrado su abundancia en plantas monocotiledoneas, especialmente en las
familias Dioscoreaceae (por ejemplo, Dioscorea spp.) (figura 8), Liliaceae (Yucca y
Trillium spp.) y Amaryllidaceae (Agave spp.), ademas, en familias de dicotiledoneas

como Solanacae (Solanum spp.), Esmilaceae (Smilax spp.) y Simarubaceae.*?

Algunas otras familias como Strophantus vy Digitalis, contienen tanto saponinas

esteroidales como glicésidos cardiacos (saponinas con actividad cardioténica).*

Figura 8. Dioscorea tokoro Makino

Sin duda, la mas empleada®®,** y abundante de todas las sapogeninas esteroidales es
la diosgenina (13), encontrada en grandes cantidades en el rizoma de diversas plantas
de la especie Dioscorea. La diosgenina fue aislada por primera vez en 1936 por
Tsukamoto et. al.'**® de Dioscorea tokoro Makino (Figura 8). Mas tarde, en 1940,
Marker la obtuvo en mayores rendimientos de alrededor de 400 especies de plantas

provenientes de México y del Sur de los Estados Unidos.’ Entre estas especies se

15
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encuentran la Dioscorea Vvillosa, Dioscorea quartenata, Dioscorea hirticaulis,
Dioscorea mexicana (barbasco),!” Dioscorea bulbifera, Dioscorea lobata, Dioscorea

Galeottiana, Nolina erumpens, Nolina grenni, Balanites aegyptica, entre otras.'®*

La conversion de las sapogeninas esteroidales en esteroides con actividad
farmacoldgica se inici6 a partir de que Marker, en 1940, propuso la ruta sintética para la

degradacioén de su cadena lateral (figura 9).*

(13) (16) 1) CrOs
12) AcOH
o o) 0 AcO
/"
o
NaOH
<—
EtOH
HO AcO
(18) Hzlpd (17)
0 0
1) Brz o
2) CrO4 .
HO 3) ZniAcoH ©
(19) (20)

Figura 9. Degradacion de Marker. Sintesis de progesterona (20) a partir de diosgenina (13).




Otras sapogeninas esteroidales de gran importancia sintética son la tigogenina (21)
aislada, principalmente, de Chlorogalum pomeridianum, Digitalis lanata y Digitalis
purpurea; la hecogenina (22), que en un principio fue aislada de dos especies de la

familia Bromeliaceae (Hechtia texensis) y mas tarde de numerosas especies de Agaves

(Sisal spp.); la sarsasapogenina (23) aislada de Yucca schotti y Radix sarsaparillae y la
8,15

esmilagenina (24) extraida de Smilax ornata (figura 10).

(21) (22)

H H
(23) (24)

Figura 10. Sapogeninas esteroidales de importancia sintética.

Otras fuentes de donde se han aislado sapogeninas esteroidales incluyen insectos,

hongos y organismos marinos.?°

17
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4.2.3. Biogénesis de Sapogeninas esteroidales

Aunque no se conoce detalladamente el proceso que da origen a las sapogeninas
esteroidales, varios informes sitian al colesterol como intermedio en la cadena
biosintética de varias de ellas.”® El colesterol puede ser incorporado a diversas

sapogeninas por la via del &cido mevalénico. En 1969 Joly et. al.?* .22

y Varma et. a
demostraron que la Dioscorea floribunda y la Digitalis samen incorporan colesterol en la
ruta biosintética de la diosgenina y tigogenina respectivamente?® y en 1971 Tomita y
colaboradores establecieron los cinco intermediarios involucrados en la biosintesis de

las sapogeninas diosgenina, yonogenina y tokorogenina (Figura 11). %

Acido mevalénico — cicloartenol— colesterol— (25R)-coles-5-en-
3p3,16p,26-triol— (25R) colest-5-en-3p3,16p 22¢, 26-tetraol—

diosgenina— yonogenina — tokorogenina.

Figura 11. Ruta biosintética de sapogeninas esteroidales propuesta por Tomita y colaboradores.

18
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4.2 4. Caracteristicas estructurales

Las sapogeninas esteroidales, de acuerdo a la estructura de su cadena lateral, son
derivados de colestano (25), furostano (26), espirostano (27) o furoespirostano (28)
(figura 12).%*

OR

Glu

HO HO
(25) (26)

(27) (28)

Figura. 12 Estructuras tipicas de sapogeninas esteroidales.

Los compuestos (27) y (28), cuya cadena lateral estd formada por un sistema de anillos
oxigenados (E y F), unidos a través de un puente cetdlico que involucra las posiciones
Cis, C22 y Co6 (espirocetal (29)), representan las estructuras mas comunes en que las
sapogeninas esteroidales son encontradas en estado natural, sin embargo, aunque

menos frecuentes, también se les encuentra en las formas (26) y (25).%*

El sistema espirocetalico es el responsable de un amplio grupo de reacciones y
caracteristicas especificas de las SE, mientras que los restantes anillos A, B, Cy D

constituyentes del nucleo caracteristico de los esteroides (3) les confieren las

19
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propiedades fisicas y de reactividad quimica derivadas de su estructura y funcionalidad
(figura 13).’

(29)
Figura 13. Estructura general de una sapogenina esteroidal espirostanica. Cadena lateral.

La mayoria de sapogeninas esteroidales del tipo espirostanico poseen una
configuracion de fusién de anillos B/C trans, C/D trans y D/E cis, mientras que el
sistema de anillos A/B puede ser cis, trans (figura 3) o A’ cuando presentan doble

enlace en posicién C-5—C-6. "%

4.2.5. Cadena lateral espirocetélica.

En 1939 Marker y Rohormann sugirieron la estructura espirocetdlica de la cadena
lateral de las sapogeninas esteroidales en base a los trabajos que realizaron con

sarsasapogenina.®

El término espirostano tiene su origen en la disposicion espacial que ocupa el anillo F
de tipo tetrahidropiranico con respecto al anillo E de tipo tetrahidrofuranico. Estos dos
anillos se encuentran dispuestos perpendicularmente debido a la hibridacion sps; que

posee el C-22, comudn para ambos anillos.t’ %

Casi todas las sapogeninas esteroidales, aisladas hasta el momento, presentan

configuracion S y R en los carbonos 20 (con CHs-21 a-orientado)® y 22

20
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respectivamente, cuando la posicion C-23 no esta sustituida y 20S, 22S para las

sustituidas en dicho atomo.’

De acuerdo a la orientacion axial (menos estable) o ecuatorial del metilo-27, los
espirostanos se agrupan en series 25S 0 25R respectivamente. Siendo esta ultima, la

configuracion més abundante en sapogeninas esteroidales naturales.

Gran parte del estudio sobre sapogeninas esteroidales se enfoca en las
transformaciones que pueden ocurrir en los sistemas generales de los anillos
espirocetélicos (30), (31) y (32) (figura 14).%°

10 9
11 8 9
9 8 10 1
g O 5 0

8 2 7 5 5 2

O O 2 0]

75 3 6 4 6 4 3

4 3

1,7-dioxaspiro[5,5]undecan (30) 1,6-dioxaspiro[4,5]decano (31) 1,6-dioxaspiro[4,4]nonano (32)

Figura 14. Sistemas espirocetdlicos generales.

La estructura espirocetélica mas comun en sapogeninas esteroidales naturales es la del
tipo 1,6-dioxaspiro[4,5]decano (31), sin embargo, también se han aislado algunas que
poseen la cadena 1,6-dioxaspiro[4,4Jnonano (furoespirostanos) (32), en cuyas
estructuras ambos anillos (E y F) son de cinco miembros y el grupo metilo del C-25 es
cominmente sustituido.?” Un ejemplo de este dltimo grupo de sapogeninas esteroidales
es la nautigenina (33) (figura 15), aislada por primera vez en Japén en 1982, de la
especie Solanum acueleatissimum, considerada como una planta medicinal por su uso

en el tratamiento de bronquitis y reumatismo. "%

CHs

HO
Figura 15. Nautigenina (33)
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4.2.6. Reactividad de la cadena lateral.

La estereoquimica de las reacciones en SE resulta, con frecuencia, bastante compleja,
ya que el impedimento estérico que presentan los grupos metilos angulares que se
encuentran en la cara B de la molécula, influye fuertemente en ella. Muchos reactivos
tienen preferencia para reaccionar con la cara a, que presenta un impedimento
relativamente menor, en especial cuando la reaccion tiene lugar muy cerca de un grupo

metilo angular y cuando el reactivo de ataque es voluminoso.*

A mediados del siglo pasado, se dio importancia particular al estudio de la reactividad

del sistema espirocetalico de las SE. *

En un principio, se pensaba que la cadena lateral espirocetalica de las sapogeninas
esteroidales era quimicamente inerte, sin embargo, Marker y Rohrmann®3!
establecieron que esto sucede Unicamente en medios neutros y alcalinos mientras que,
bajo condiciones fuertemente &cidas los oxigenos de la cadena lateral son altamente
reactivos, lo que produce la apertura reversible del sistema espirocetalico,** dando

como resultado la correspondiente protosapogenina (34) (figura 16).%

(34)

Figura 16. Apertura de la cadena lateral.*®

Se conoce que el sistema espirocetalico, en disolucion, presenta un proceso de
tautomerismo que implica la apertura reversible del anillo F, produciendo un equilibrio

ceto-endlico en el que el sistema coexiste con sus formas endlicas (38) y (39), las

22
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cuales pueden ser atacadas por un electréfilo lo suficientemente fuerte, produciendo

reacciones que incorporan sustituyentes a la posicién Cs (figura 17).’

(38) (36) (37) ] (39)

Figura 17. Tautomerismo ceto-endlico del sistema espirocetélico de sapogeninas esteroidales.’

El hecho de que el Cy; posea alta reactividad,® constituye la base para la
transformacion de la cadena lateral,® ya que muchas reacciones pueden ser realizadas

selectivamente en esta posicion.>*
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4.2.6.1. Reacciones tipicas de sustitucion en C,3de SE.

Un gran numero de transformaciones de espirostanos 23-sustituidos (23-oxo, 23-
hidroxi, 23-iodo y 23-bromo derivados), incluyendo reordenamientos, fragmentaciones y
otras modificaciones han sido recientemente descritas. ** Algunas de ellas se describen

a continuacion (figura 18).

El tratamiento de acetatos de sapogeninas con trifluoruro de boro eterato y nitrito de
sodio seguido de cromatografia en columna de alumina (Brockmann actividad 1ll) da
lugar a la cetona (40a) y en menor cantidad a la lactona dinorcolanica (40b)
correspondiente.®® Cuando el compuesto (40a) es tratado con borhidruro de sodio en

metanol se produce la correspondiente sapogenina 23-hidroxilada (41).%°

En 1966 Callow y colaboradores " informaron que el tratamiento de disoluciones acidas
de sapogeninas esteroidales con bromo, conduce a la formaciébn de compuestos
bromados en Cy3 (42), obteniéndose los epimeros 23S (ecuatorial) y 23R (axial) y/o el

9 inicialmente se

compuesto 23-dibromado’**“*°, En estudios realizados por Marker,*
consider6 que los dos posibles sitios de bromacién eran el C, y C,3, ambos adyacentes
al potencial grupo carbonilo C,, sin embargo tras varios trabajos se establecié que el

sitio que preferentemente se bromaba era el C,3.%8%

Callow y colaboradores informaron, también, que el tratamiento de espirostanos de la
serie 25R y 25S con cloruro de yodo a reflujo de cloroformo, produce la introduccion

diasteroselectiva de un &tomo de yodo en la posicion axial del Cz; (43).%’

En contribucion a estos estudios, recientemente, se informé que al aplicar el método de
Callow a sapogeninas esteroidales de la serie 25R (acetato de tigogenina) y 25S
(acetato de sarsasapogenina), la primera produce los epimeros 23S y 23R-

iodotigogenina (acetato), mientras que con el acetato de sarsasapogenina, se obtiene
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Unicamente el compuesto con el &tomo de yodo en posicion equatorial a C,3 (acetato de
23S-iodotigogenina).*?

o}
=
O
(40Db)
iv iii
(42) (41)
i) NaNO,/BF3.Et,O/AcOH %° iii) NaBH,/MeOH?®® v) ICI/CH4CI, reflujo®?
ii) Al,O5 Brockmann 111 3° iv) Bro/AcCOH® vi) MCBPA’

Figura 18. Reacciones tipicas de sustitucion en Css.
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4.2.6.2. Reacciones de reordenamiento en el anillo F de SE.

Durante la ultima década nuevas transformaciones de la fraccion espirocetélica de las
sapogeninas esteroidales han sido publicadas. Muchas de estas reacciones han

surgido como consecuencia de la funcionalizacion de la posicion C-23 (figura 19). 34444

Una reaccion que ha llamado la atencion de diversos cientificos en este campo, es la
reaccion de Baeyer-Villiger en 25R y 25S-23-0xosapogeninas, que al ser tratadas con
acido m-cloroperoxibenzoico (MCPBA) en diclorometano con calentamiento a reflujo
(CH.CI,) produce una mezcla del carbonato de pregnano-3,16,20-triol (44a), mas la
lactona 22—16 bisnorcolanica (44b) y con la formacion probable del intermediario

o-éster (45). 3*%

Se ha informado, ademas, que tanto las 25R como las 25S-23-oxosapogeninas
producen el reordenamiento del anillo F a isbmeros 22-oxo-23-espirocetales (46)
cuando son tratados con diferentes acidos de Lewis como tetracloruro de titanio (TiCly)
en CH,Cl,,** BF3-EtO en THF*' o en &cido formico*®y triflato de trimetilsililo (TMSOTY)
en CH.Cl, o benceno **, con este Gltimo tratamiento se obtiene, ademas, el compuesto

bisfurano (47) .*4*®

i, ivov

_©

(46) 47) (44a) (44b)

i) MCPBA/CH,Cl,, reflujo;®*3% i) TMSOTF, CH,CI, (o benceno);***¢ iii) TiCl,/CH,Cl»;*>*® iv) BF3.EtO/THF;*’ v) BF3.EtO/HCOOH*®

Figura 19. Reordenamiento del anillo F de 23-oxoespirostanos.
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Recientemente nuestro grupo describi6 la formacién de la 163,23:23,26-diepoxi-22-ona
(46)*° partiendo del acetato de sapogeninas esteroidales de la serie, 25S y 25R sin
sustitucion en el C,3, al tratarlas con diacetoxiydobenceno (DIB) y BF3-EtO en acido
férmico, dicha reaccion produce mayoritariamente la 23-formiloxisapogenina (ecuatorial)
(46a) y en menor cantidad, la lactona bisnorcolanica correspondiente (46b). Anterior a
este trabajo fue descrito, también por nuestro grupo de trabajo, que el tratamiento
similar (DIB/BF3-EtO/acido acético) de los acetatos de 3-epiesmilagenina y hecogenina

produce las correspondientes 23R-acetoxysapogeninas (48) (figura 20).

AcO

30, 5 R=H,H, Rj=H, R,=CH3 (25R)
3, 56 R=0, R;=CH3, R,=H (25S)

(46b)

i) DIB/BF3.EtO/CH3COOH/TA. 40' 30 i) DIB/BF3.EtO/HCOOH/TA. 40" 46

Figura 20. Reacciones de aciloxilacion en posicion C-23 de sapogeninas esteroidales.
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En los ultimos afios, los compuestos de yodo hipervalente han recibido considerable
atencion por ser (tiles herramientas sintéticas. Los derivados de yodo trivalente son
poderosos y selectivos agentes oxidantes. El diacetoxiiodobenceno (DIB) (49a), uno de
los primeros miembros de esta familia en ser descrito, es precursor sintético de un gran
namero de compuestos relacionados. El iodosobenceno (IB) (49b) (generado in situ a
partir de DIB), més tres equivalentes de base (OH) en metanol, reacciona con varios

tipos de cetonas, formando a-hidroxidimetil acetales en altos rendimientos (figura 21). *°

?Ac
|
O0Ac
B I—=0O

(49a) (49b)

Figura 21. lodosobenceno (IB), generado in situ a partir de diacetoxiiodobenceno (DIB)

El reordenamiento de Favorskii, originalmente descrito en 1894, es una conocida
reaccion que tiene lugar en a-halo cetonas cuando son tratadas con una base
nucleofilica tal como los iones hidroxido, alcéxido, aminas o amoniaco. Dicha reaccién
provee un método directo para la contraccion de anillos en sistemas ciclicos mediante

un mecanismo semibencilico o el de formacién de la ciclopropanona (figura 21). *°

0
g CO,H
S
EtOH
X X

X= - (CHp)g-, ~CH=CH(CHy),CH=CHCH,-

Figura 21. Reordenamiento de Favorskii en cetonas ciclicas.

Se ha informado que el tratamiento con DIB y KOH en MeOH, de cetonas ciclicas

produce en algunos casos el reordenamiento de Favorskii, originando la contraccion del
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anillo.®® En particular se ha informado que esta trasformacion puede conducir a 3-ceto
49,51

esteroides y a 23-ceto sapogeninas (figura 22). 3

CHy

KOH/MeOH (50a) Rl = H, R2: COOCH3
CeHaI=0 (50b) Ry - COOCHs, Ry=H

AcO™”

H

(51)

i) KOH/MeOH, reflujo. i) CgHsl=0, Tambiente-

Figura 22. Reordenamientos de Favorskii en cetonas esteroidales.

4.2.7. Caracterizacidén espectroscépica de las sapogeninas esteroidales.

Inicialmente la caracterizacion de esteroides se llevd a cabo mediante técnicas

espectroscopicas que solo daban informacion limitada sobre su estructura general.

Las primeras técnicas empleadas para este fin fueron, la espectroscopia de absorcion
infrarroja (IR), con la que se obtiene informacion acerca de los grupos funcionales
presentes en la estructura y el Ultravioleta (UV) que da informacion de los compuestos

que poseen sistemas insaturados conjugados.®

Actualmente la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), es por mucho,
la técnica que proporciona la mayor informaciéon para la elucidacion total de miles de
estructuras, entre ellas los compuestos esteroidales, ya que mediante experimentos

unidimensionales y bidimensionales de *H y **C permite obtener informacién de los
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atomos que los constituyen y al mismo tiempo revela la presencia y localizacién exacta

de grupos funcionales existentes.

Diversas revisiones han informado la asignacion total de los corrimientos quimicos
observados en espectros de *H y **C de un gran nimero de compuestos esteroidales,
particularmente de sapogeninas esteroidales espirostanicas, serie 25R y 2582427435255
Tales estudios han servido como punto de comparacion para la elucidacion estructural
de nuevos derivados ya que estos, generalmente, poseen caracteristicas estructurales

similares.

Otra técnica de gran valor en la caracterizacion de sapogeninas esteroidales, es la
espectrometria de masas (EM), que proporciona informacién sobre la masa relativa de

una molécula, mediante la induccion de la fragmentacion a sus partes ionizadas.

Varios trabajos han informado el estudio de las fragmentaciones inducidas por impacto

electrénico en las sapogeninas esteroidales.>®

Las agrupaciones cetdlicas de las sapogeninas esteroidales tienen gran capacidad de
localizacion de carga, por lo que las fragmentaciones fundamentales que se producen
estdn relacionadas directamente con estas, siendo de menor importancia las
relacionadas con el nucleo esteroidal. Son de particular interés los picos generados por
las fragmentaciones en las que se encuentra involucrado el anillo E (m/z 328, 331, 341)
y también las correspondientes puramente al anillo F (m/z 112, 126, 139 pico base). La
sustitucibn o modificacidbn en la cadena lateral, produce cambios notables en la
fragmentacién asociada a los anillos E y F, dando lugar a la desaparicion del pico base
en m/z 139, lo que permite conocer facilmente si la sapogenina presenta 0 no

sustitucién en la fraccién espirocetalica.*®
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4.2.8. Actividad biolégica de derivados esteroidales.

En particular se han descrito diferentes esteroides con interesante actividad biol6gica
(figura 23).

Algunas importantes sapogeninas esteroidales como la diosgenina (13), la tigogenina
(21), y la sarsasapogenina (23), poseen potente actividad antiarritmica, antiisquémica,

antitrombética, antiinflamatoria, etc.®’

En afios pasados, investigaciones preclinicas in vitro demostraron la potente actividad
anticancerigena que posee la diosgenina (13), que al igual que la tigogenina (21) y la
hecogenina (22) fueron probadas en la linea celular 1547 derivada de osteosarcoma

humano, siendo la diosgenina la de mayor efecto antiproliferativo. °%>°

En otros estudios, la diosgenina (13) tuvo un similar e importante efecto antiproliferativo
sobre diferentes tipos de lineas celulares derivadas de tumores cancerigenos, como la
HT-29%° y HCT-116°" del céancer de colon, la linea HEp-2 y M4Beu de

laringocarcinoma® y melanoma humano,®%%3

respectivamente. Ademas, la diosgenina
(13), posee una fuerte actividad apoptética en lineas celulares de sinoviocitos

fibroblasticos derivados de artritis reumatoide humana.®*

Algunos estudios recientes indican que compuestos con cadenas laterales modificadas
presentan, a menudo, buena actividad biolégica. Tal es el caso de los analogos de
brasinoesteroides (53a, 53b, 54) que son potentes estimuladores del crecimiento
vegetal,*®® asi como de los hipurostanoles (55), (cuya cadena lateral deriva de la
forma furoespirostanica, 1,6-dioxaspiro[4.4Jnonano) que presentan potente actividad

citotdxica y antitumoral.®®

Dentro de los compuestos esteroidales con importante actividad farmacoldgica, cabe

mencionar a la saponina esteroidal OSW-1 (56), que es un agente extremadamente
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toxico en lineas célulales de tumores malignos derivados de Leucemia (HL-60),

mastrocarcinoma de ratén, adenocarcinoma pulmonario humano, entre otros.®’

HO,,
HO™"
OHl|
o) o]
(53a) R= =0 (54)
(53b) R= OH

(55) (56) OMBz

Figura 23. Algunos compuestos esteroidales con importante actividad biolégica.
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A\

Reactivos

Acetato de 23-ceto-diosgenina (25R)-33-acetoxi-5-en-espirostan-23-ona (C29H4205).
Acetato de 23-ceto-tigogenina (25R)-3B-acetoxi-5a-espirostan-23-ona (CzgH4405).
Hidréxido de potasio (KOH). Baker.

Diacetoxiyodobenceno (C1oH11104). Fluka.

Hidruro de litio y aluminio (LiAlH,). ALDRICH.

Tetrahidrofurano (C4HsO). ALDRICH. Se seca de Na/benzofenona.

Carbonato de potasio (K,CO3). Baker.

Vainillina (CgHgO3). JVC.

Sulfato de sodio anhidro. (Na2S0a4). ALVI.

10.Cloruro de sodio (NaCl). Baker.

11.Metanol (CH40). Mallinckroch Chrom AR® HPLC.

12.Etanol (C;HgO). Reproquifin.

13.Hexano (CeHz14). Reproquifin.

14. Acetato de etilo (C4HgO,). Reproquifin.

© © N o g b~ W DR

15.Diclorometano (CHz2Cl2). Reproquifin. Se seca de CaH.

16. Acido perclérico (HCIO4). ALDRICH.

17.Silica gel Kiesegel 60. Macherey-Nagel.

18.Cromatoplacas ALUGRAM® SIL G/UV,54 MACHEREY-NAGEL.
19.Agua

20.Hielo
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6.1. General.

El curso de las reacciones fue seguido mediante cromatografia en capa delgada (CCD)
empleando cromatoplacas ALUGRAM® SIL G/UVy4 de MACHEREY-NAGEL. Las
cromatoplacas fueron sumergidas en una disolucién de vainillina, (0.5 g vainillina, 30%

de HCIO4, 70% EtOH) y calentadas hasta aparicion de color.

Los productos fueron purificados mediante cromatografia en columna, empleando silica
gel de KIESELGEL 60 MACHEREY-NAGEL.

Los puntos de fusidbn de los productos puros fueron medidos en un equipo
Electrothermal MEL-TEMP®.

Para la caracterizacion de los compuestos se realizaron experimentos de resonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H y °C, registrados en equipos Varian INOVA de 400
MHz y 300 MHz empleando CDCI; como disolvente, salvo en casos donde se indica
una mezcla de disolventes. Se emplearon las sefiales del disolvente (*H, 7.26 ppm y
3¢, 77.00 ppm) como referencia. Los espectros de masas fueron registrados en un

espectrometro de alta resolucién Thermo-Electron modelo DFS.

6.2. Sintesis de (25R)-3p-acetoxi-5-en-espirostan-23-ona (57).

0

i) NaNO, / BF3.Et;O/AcOH
ii) Al,Og -

CH5COO

(13a) (57)

A una suspensién de acetato de diosgenina (3 g, 6.57 mmol) en acido acético (75 mL),
con agitacion, se le adicioné BF3.Et,O (2.69 mL) y poco a poco, en un lapso de 45 min,
se le agregd NaNO, (526 mg), se continu6 con la agitacion. A los 30 minutos se realiz6
una segunda adicion de BF3Et,O y NaNO, (75 mL y 526 mg respectivamente). El
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tiempo de reaccion fue de 90 min, posteriormente la mezcla de reaccion se virtio sobre
agua con hielo (~400 mL) y el precipitado formado se filtré al vacio y se lavé con
abundante agua. El producto se redisolviéo con 100 mL de acetato de etilo, se lavo con
una disolucion de Na,COgz al 5% (2 x 50mL) y una disolucion saturada de NaCl (1 x
50mL), la fase orgénica se secd con Na,SO, anhidro y se evaporé a sequedad, se

obtuvo un sdlido ligeramente amarillo.

Para realizar la hidrdlisis correspondiente, el producto fue disuelto en una minima
cantidad de benceno (-5 mL) y se le adicionaron unas gotas de hexano. La disolucién
fue adicionada a una columna empaquetada con alimina seca (Brockmann Actividad
[l) y se dejé en reposo durante un periodo de 15 h, cumplido este tiempo se eluyd con
un sistema de disolventes hexano/acetato de etilo 10:1. Las fracciones obtenidas fueron
evaporadas al vacio. Se obtuvo el producto como un sélido blanco con rendimiento de
35% (1,082 mg, 2.29 mmol) y p.f. 191-193 °C (recristalizado de acetato de
etilo/hexano). *H RMN (300 MHz): 5.36 (m, 1H, H-6); 4.61 (m, 1H, H-3); 4.60 (m, 1H, H-
16); 3.78 (dd, J = 11.0, 11.0 Hz, 1H, H-26 ax.); 3.59 (ddd, J = 11.0, 5.0, 1.8 Hz, 1H, H-
26 eq.); 2.88 (m, 1H, H-20); 2.27 (m, 1H, H-25); 2.03 (s, 3H, OCHj3); 1.03 (s, 3H, H-19);
0.94 (d, J = 7.03 Hz, H-21); 0.94 (d, J = 7.01 Hz, 3H, H-27); 0.79 (s, 3H, H-18). **C RMN
(75 MHz)1: 37.0 C-1; 27.8 C-2; 73.8 C-3; 38.1 C-4; 139.5 C-5; 122.0 C-6; 32.0 C-7; 31.4
C-8; 50.0 C-9; 36.7 C-10; 20.8 C-11; 39.5 C-12; 40.8 C-13; 56.5 C-14; 31.8 C-15; 83.2
C-16; 61.6 C-17; 16.1 C-18; 19.4 C-19; 34.8 C-20; 14.5 C-21; 109.7 C-22; 201.5 C-23;
45.3 C-24; C-25; 65.6 C-26; 17.2 C-27; 21.5 CH3 acetato; 170.3 C=0 acetato.

La caracterizacidbn espectroscopica fue comparada con la reportada en trabajos

previos.”*"3
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6.3. Sintesis de (22S,23R,25R)-23-metoxicarbonil-22,25-epoxi-26,27-
dinorfurost-5-en- 3B ol (58).

OOCH;
\\‘\O

KOH/MeOH

DIB
HO

(57) (58)

A una disolucion de acetato de 23-oxo-diosgenina (57) en MeOH (48 mL), en agitacion,
se le adicion6 KOH (750 mg). La mezcla de reaccion se calenté en un bafio de agua a
60 °C con agitacion manual lenta hasta disolucion total y se dej6 enfriar a temperatura
ambiente manteniendo la agitacion. Enseguida se le adiciond, lentamente, DIB (483.3
mg, 1.5 mmol), el tiempo de reaccion fue de 15 minutos, luego de los cuales fue
adicionada sobre agua con hielo (~400 mL), el precipitado formado se filtro, se lavé con
abundante agua y se seco al vacio, posteriormente se purific6 mediante cromatografia
en columna, utilizando un sistema de elucion a gradiente (hexano/acetato de etilo desde
9:1 hasta 8:2), para obtener el derivado reordenado como un solido blanco con
rendimiento de 63% (1,290 mg, 2.81 mmol) y p.f. 118-120 °C (recristalizado de acetato
de etilo/hexano). *H RMN (300 MHz, CDCls) & ppm 5.32 (m, J = 5.08 Hz, 1H, H-6), 4.41
(ddd, J = 7.66, 7.60, 6.09 Hz, 1H, H-16), 4.01 (dd, J = 7.68, 7.68 Hz, 1H, H-25 pro-S),
3.71 (s, 3H OCHy), 3.48 (m, 2H, H-3 y H-25 pro-R), 2.83 (d, J = 9.42 Hz, 1H, H-23), 2.63
(m, 1H, H-24), 1.02 (s, 3H, H-19), 1.00 (d, J = 7.63 Hz 3H, H-24’), 0.93 (d, J = 6.93 Hz,
3H, H-21), 0.77 (s, 3H, H-18).1*C RMN (75.5 MHz, CDCl3): 37.16 C-1; 31.49 C-2; 71.59
C-3; 42.15 C-4; 140.74 C-5; 121.27 C-6; 31.95 C-7; 31.45 C-8; 54.31 C-9; 36.56 C-10;
20.71 C-11; 39.49 C-12; 40.7 C-13; 56.36 C-14; 31.82 C-15; 81.33 C-16; 62.53 C-17;
15.83 C-18; 19.33 C-19; 37.48 C-20; 15.48 C-21; 119.31 C-22; 59.65 C-23; 172.47 C-
23’; 37.37 C-24; 15.34 C-24’; 72.44 C-25; 51.77 OCHs EM (FAB): 459 MH".
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6.4. Sintesis de (22S,23R,25R)-23-hidroximetil-22,25-epoxi-26,27-
dinorfurost-5-en-3B-ol (59).

LiAIH, / THF
reflujo
HO HO

(58) (59)

A una suspension de LiAlH4 (754.5 mg, 19.88 mmol) en THF (42 mL), bajo condiciones
anhidras, en agitacion y calentamiento a reflujo, le fue adicionada gota a gota una
disoluciéon de (58) (1 g, 2.18 mmol) en THF (35 mL), ademés, se emple6 THF (15 mL)
para arrastrar completamente la disolucion. El curso de la reaccién se siguié mediante
CCD. El tiempo de reacciéon fue de 90 min, posteriormente se enfri6 sobre un bafio de
hielo, se le adicion6 lentamente acetato de etilo frio (50 mL) seguido por agua c/hielo
(35 mL). La fase organica se lavo con agua (5 x 20 mL), se sec6 con Na,SO,4 anhidro y
se evapor0 a sequedad. El producto se purificé empleando cromatografia en columna,
utilizando un sistema de elucidén a gradiente (hexano/acetato de etilo desde 9:1 hasta
6:4), y se obtuvo un soélido blanco, con rendimiento de 63% (592 mg, 1.375 mmol), y
con p.f. 202-204 °C (recristalizado de hexano/acetato de etilo). '"H RMN (400 MHz,
CDCl3) & ppm 5.34 (m, J = 5.08 Hz, 1H, H-6), 4.44 (ddd, J = 7.61, 7.57, 6.39 Hz, 1H, H-
16), 3.96 (dd, 1H, H-25 pro-S), 3.74 (m, 2H, H-23"a y H-23"b), 3.52 (m, 1H, H-3), 3.43
(dd, J = 9.31, 8.28 Hz, 1H, H-25 pro-R) 2.43 (p, J = 6.77, 6.77, 6.74, 6.74 Hz, 1H, H-
20), 1.07 (d, J = 6.32 Hz, 3H, H-24’), 1.02 (s, 3H, H-19), 1.01 (d, J = 8.23 Hz, 3H, H-21),
0.83 (s, 3H, H-18). *C RMN (100 MHz, CDCl3) 37.16 C-1; 31.39 C-2; 71.68 C-3; 42.2
C-4; 140.7 C-5; 121.39 C-6; 31.98 C-7; 31.55 C-8; 49.95 C-9; 36.83 C-10; 20.78 C-11;
39.65 C-12; 40.77 C-13; 56.29 C-14; 31.88 C-15; 80.89 C-16; 62.61 C-17; 16.31 C-18;
19.41 C-19; 35.74 C-20; 16.27 C-21; 120.22 C-22; 55.63 C-23; 62.42 C-23’; 36.58 C-24;
16.2 C-24’ 72.18 C-25; EM (FAB): 431 MH".
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6.5. Sintesis de (25R)-3B-ol-5-en-espirostan-23-ona (60).

MeOH/K,CO
45°C

CH5CO HO

(57) (60)

A una disolucion de (57) (150 mg, 0.32 mmol) se le adicioné una disolucion saturada de
MeOH/K,CO3 (150 mL/1 g) (25 mL) y se dejé en agitacion en un bafio de arena, con
temperatura constante de 45 °C. El curso de la reaccion fue seguido mediante CCD. El
tiempo de reaccion fue de 1 h. Posteriormente se evaporo la mayor parte del MeOH de
la mezcla de reaccion, el semisolido resultante se disolvio en 30 mL de acetato de etilo
y se lavo con una disolucion saturada NaCl (3x30 mL) y con agua (2 x 25 mL), la fase
organica se sec6 con Na,SO, anhidro y se evapord a sequedad. Se obtuvo un sélido
blanco, con rendimiento de 91% (124 mg, 0.29 mmol) y con p.f. 198-200 °C
(recristalizado de acetato de etilo/hexano). *H RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 5.32 (d, J
= 5.23 Hz, 1H, H-6), 4.60 (ddd, J = 7.62, 7.62, 6.32 Hz, 1H, H-16), 3.77 (dd, J = 11.26,
11.26 Hz, 1H, H-26 pro-S), 3.56 (ddd, J = 11.15, 4.59, 1.40 Hz, 1H, H-26 pro-R), 3.49
(m, 1H, H-3), 2.86 ( p, J = 6.93, 6.93, 6.91, 6.91 Hz, 1H, H-20), 2.26 (m, 1H, H-25), 1.00
(s, 3H, H-27), 0.92 (d, J = 7.52 Hz, 3H, H-21), 0.90 (d, J = 6.43 Hz, 3H, H-19), 0.77 (s,
3H, H-18). **C RMN (100MHz, CDCls): 37.18 C-1; 31.55 C-2; 71.62 C-3; 42.2 C-4;
140.88 C-5; 121.14 C-6; 31.96 C-7; 31.36 C-8; 44.99 C-9; 36.59 C-10; 20.74 C-11;
39.53 C-12; 40.71 C-13; 56.61 C-14; 31.75 C-15; 83.26 C-16; 61.62 C-17; 15.97 C-18;
19.37 C-19; 34.72 C-20; 14.34 C-21; 109.8 C-22; 201.8 C-23; 45.22 C-24; 35.79 C-25;
65.57 C-26; 17.03 C-27. EM (FAB): 429 MH".
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6.6. Sintesis de (25R)-3p-acetoxi-5a-espirostan-23-ona (61).

o

i) NaNO, / BF3.Et,O/ACOH_

: ii) Al,O3 .
CH3COO
H H

(61)

Se siguié la técnica arriba descrita para la obtencién de la (25R)-3p-acetoxi-5-en-
espirostan-23-ona (57), empleando las siguientes cantidades: acetato de tigogenina
(21a) (29, 4.36 mmol); acido acético (50 mL); BF3.Et,O (1.8 mL); NaNO, (352 mg);
tiempo de reaccion 90 min. Rendimiento 29% (609 mg, 1.28 mmol), p.f. 155- 157 °C
(recristalizado de acetato de etilo). *H NMR (300 MHz, CDCI3): 4.70 (tt J 4.7Hz, J
11.3Hz, 1H, H-3); 4.59 (m, 1H, H-16); 3.77 (dd, J 11.2 Hz, 11.2 Hz, 1H, H-26 ax.); 3.57
(dd, J 4.2 Hz J 11.2 Hz, 1H, H-26 eq.); 2.86 (q J 7.0Hz, 1H, H-20); 2.27 (m, 1H, H-25);
2.01 (s, 3H, OCH3); 0.93 (s, 3H, H-19); 0.92 (d J 6.4 Hz, 3H, H-27); 0.93 (d J 6.6 Hz,
3H, H-21); 0.74 (s, 3H, H-18). *C NMR (75.5 MHz, CDCI3): C-1 35.0; C-2 26.5; C-3
74.2; C-4 32.2; C-5 41.6; C-6 26.9; C-7 26.6; C-8 35.4; C-9 40.5; C-10 34.7; C-11 20.5;
C-12 39.9; C-13 41.1; C-14 56.4; C-15 31.7; C-16 83.4; C-17 61.8; C-18 16.1; C-19
23.3; C-20 34.7; C-21 14.3; C-22 109.8; C-23 201.8; C-24 45.2; C-25 35.8; C-26 65.6;
C-27 17.0; CH3 acetato 21.4, C=0 acetato 170.5.*

6.7. Sintesis de (22S,23R,25R)-23-metoxicarbonil-22,25-epoxi-26,27-dinor-
5a-furostan-3p-ol (62).

KOH/MeOH

DIB
HO

(61) (62)
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Se siguidé la técnica arriba descrita para la obtencion de la (22S,23R,25R)-23-
metoxicarbonil-22,25-epoxi-26,27-dinorfurost-5-en- 3B ol (58), empleando las siguientes
cantidades: (25R)-3B-acetoxi-5a-espirostan-23-ona (61) (1g, 2.32 mmol); MeOH (75 mL)
KOH (1.16 g); DIB (747 mg, 2.32 mmol); tiempo de reaccion 30 min. Rendimiento 97%
(445 mg, 0.97 mmol), p.f. 192-194 °C (recristalizado de hexano/acetato de etilo). *H
RMN (300 MHz, CDCls) & ppm 4.40 (ddd, J = 7.70, 6.14, 6.14 Hz, 1H, H-16), 4.02 (dd, J
= 7.67, 7.67 Hz, 1H, H-25 pro-S), 3.72 (s, 3H OCHg), 3.46 (m, 2H, H-3 y H-25 pro-R),
2.84 (d, J = 9.41 Hz, 1H, H-23), 2.10 (m, 1-H, H-20), 2.64 (m, 1H, H-24), 1.01 (d, J =
6.58 Hz, 3H, H-24"), 0.92 (d, J = 6.95 Hz, 3H, H-21), 0.80 (s, 3H, H-19), 0.75 (s, 3H, H-
18). *C RMN (75.5 MHz, CDCls): 35.17 C-1; 31.45 C-2; 71.21 C-3; 36.94 C-4; 44.81 C-
5; 28.56 C-6; 32.18 C-7; 35.55 C-8; 54.27 C-9; 38.14 C-10; 20.94 C-11; 39.80 C-12;
40.04 C-13; 56.19 C-14; 31.77 C-15; 81.38 C-16; 62.7 C-17; 16.06 C-18; 12.30 C-19;
37.40 C-20; 15.49 C-21; 119.30 C-22; 59.69 C-23; 172.5 C-23’; 37.50 C-24; 15.38 C-
24", 72.47 C-25; 51.77 CH30-23". EM (FAB): 461 MH".

6.8. Sintesis de (22S,23R,25R)-23-hidroximetil-22,25-epoxi-26,27-dinor-5-a-
furostan-3g-ol (63).

LiAIH, / THF
reflujo

(62)

Se siguié la técnica arriba descrita para la obtencion de la (22S,23R,25R)-23-
hidroximetil-22,25-epoxi-26,27-dinor-5-en-furostan-3p-ol (59), empleando las siguientes
cantidades: LiAlH4 (173 mg, 4.56 mmol); THF (10 mL); disolucion de (22S,23R,25R)-23-
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metoxicarbonil-22,25-epoxi-26,27-dinor-5a-furostan-3g-ol (62) (230.31 mg, 0.5 mmol)
en THF (7 mL); THF adicional (10 mL); tiempo de reaccidon 30 min.; acetato de etilo frio
(15 mL) mas agua/hielo (10 mL). Purificacion del producto, sistema de elucion a
gradientes (hexano/acetato de etilo desde 95:5 hasta 8:2). Se obtuvo un sélido blanco,
con rendimiento de 46% (100 mg, 0.23 mmol), p.f. 252-254 °C, (recristalizado de
acetato de etilo/metanol). *H RMN (400 MHz, CDCl; /CD;0D) & ppm, 4.42 (ddd, 1H, H-
16), 3.95 (dd, 1H, H-25 pro-S), 3.75 (ddd, J = 16.36, 10.88, 6.29 Hz, 1H, H-23’a y H-
23’b), 3.58 (ddd, J = 15.76, 10.91, 4.74 Hz, 1H, H-3), 3.43 (dd, J = 9.31, 8.26 Hz, 1H, H-
25 pro-R), 2.41 (m, 1H, H-20), 1.00 (d, J = 6.89 Hz, 3H, H-24’), 0.96 (d, J = 6.66 Hz, 3H,
H-21), 0.82(s, 3H, H-19), 0.80(s, 3H, H-18). *C RMN (100 MHz, CDCls): 35.14 C-1;
31.5 C-2; 71.29 C-3; 36.97 C-4; 44.84 C-5; 25.59 C-6; 32.22 C-7; 35.58 C-8; 54.33 C-9;
38.19 C-10; 21.02 C-11; 39.97 C-12; 41.12 C-13; 56.15 C-14; 31.84 C-15; 80.92 C-16;
62.84 C-17; 16.47 C-18; 12.36 C-19; 35.82 C-20; 16.16 C-21; 120.16 C-22; 55.71 C-23;
62.51 C-23’; 36.84 C-24; 16.34 C-24’; 72.2 C-25. EM (FAB): 433 MH".

6.9. Sintesis de (25R)-3B-ol-5a-espirostan-23-ona (64).

MeOH/K,CO
45°C

= HO H
H H
(61) (64)

Se siguid la técnica arriba descrita para la obtencion de la (25R)-3B-ol-5a-espirostan-
23-ona (60), empleando las siguientes cantidades: disolucién saturada de MeOH/K,COs3
(30 mL); acetato de 23-oxotigogenina (150 mg, 0.32 mmol); tiempo de reaccion 4 h.
Acetato de etilo (30 mL) para redisolver. Se obtuvo un soélido blanco con rendimiento de
94% (130 mg, 0.3 mmol) y p.f. 204-206 °C (recristalizado de acetato de etilo/hexano).
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1H RMN (400 MHz, CDCl;)  ppm 4.59 (ddd, 1H, H-16), 3.73 (dd, J = 11.3, 6.7, 2.1 Hz, 1H, H-
26 pro-S), 3.57 (m, 1H, H-3 y H-26 pro-R), 2.85 (m, 1H, H-20), 2.24 (m, 1H, H-25), 0.89 (d, J =
7.1, 4.3, 2.1 Hz, 3H, H-21 y H-27), 0.76 (s, J = 2.0 Hz, 3H, H-19), 0.72 (s, 3H, H-18). *C RMN
(100MHz, CDCly): 36.85 C-1; 31.11 C-2; 70.92 C-3; 37.79 C-4; 44.74 C-5; 28.47 C-6; 32.12 C-
7; 34.98 C-8; 54.24 C-9; 35.48 C-10; 20.87 C-11; 39.72 C-12; 40.96 C-13; 56.33 C-14; 31.58 C-
15; 83.31 C-16; 61.65 C-17; 16.09 C-18; 12.21 C-19; 34.69 C-20; 14.21 C-21; 109.72 C-22;
202.13 C-23; 45.16 C-24; 35.74 C-25; 65.52 C-26; 16.93 C-27. EM (FAB): 430 MH",
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7.1. Metodologia general para la trasformacién de la cadena lateral de los
acetatos de diosgenina (13a) y tigogenina (21a).

Para la trasformacion de la cadena lateral del acetato de diosgenina (13a) se sigui6é un
esquema que consiste en la introduccién de un grupo carbonilo en la posicion C-23,
seguida de la trasposicion de Favorskii para dar lugar al derivado portador de la nueva
cadena furoespirostanica (58), que fue reducido para obtener el producto final (59).
Adicionalmente para ampliar la gama de productos, se llevé a cabo la hidrdlisis del
acetato de 23-cetodisogenina (57) para producir la 23-cetodiosgenina (60) (figura 24,
secuencia A). Para la trasformacion del acetato de tigogenina (21a) se siguid una

metodologia semejante (figura 24, secuencia B)

OOCH;
0
)CESIQ
0
(133) (57) 35% (58) 63%
iv Jiii OH
(60) 91% (59) 63%
SECUENCIA . OOCH;
. ¢ W0
CH3CO0 /(jéjig:l
H
(21a) (61) 29% (62) 97%
iv ii OH

b A
(64) 94% (63) 46%

i) a: NaNO,/ BF3.Et,0/ AcOH, b: Al,Og; ii) DIB/ KOH/ CHgOH; iii) LiAIH, / THF; iv) K,CO4/ CHzOH

Figura 24. Esquemas generales de sintesis.
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El tratamiento de los acetatos de 23-oxodiosgenina y 23- oxotigogenina, con DIB y KOH
en MeOH produjo los derivados furoespirostanicos (58) y (62), mediante una
trasposicion de Favorskii (Figura 25) con rendimientos de moderados a buenos 62.5%
y 97% respectivamente. Derivados que, al ser tratados con LiAlH, en de THF y con
calentamiento a reflujo produjeron los compuestos reducidos (59) y (63) con
rendimientos moderados 63% y 46%, respectivamente.

(52)

Figura 25. Mecanismo de Reaccién propuesto por nuestro grupo de trabajo.

Para los productos del reordenamiento de Favorskii (58) y (62) el rendimiento mas bajo
se debe a que durante el transcurso de la reaccion y en la purificacion mediante
cromatografia en columna con silice se obtuvieron, ademéas del producto de interes,
mezclas de compuestos minoritarios que no fueron caracterizados para el presente

estudio. En el caso del compuesto (62), no se observaron subproductos.

En la obtencién de los dioles (59) y (63) el rendimiento fue moderado, en ambos casos,
siendo menor el del derivado de tigogenina (63), ya que durante la purificacion en
columna cromatografica el compuesto se quedd retenido, pues resultdé poco soluble en
el sistema de disolventes que se utilizé (hexano/acetato de etilo 8:2), lo que provoco

pérdida del producto.
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La interpretacién de las sefiales observadas en los espectros tanto de *H como de **C
para cada compuesto obtenido fue basada en diversos trabajos que, hasta la fecha, han
reportado las caracteristicas de RMN de sapogeninas esteroidales naturales y

sintéticas.?” 43 6869

Las modificaciones estructurales de los compuestos se realizaron solo en la cadena
lateral, por lo que se hara énfasis en las sefiales que se ven afectadas por tales
cambios (anillos E y F), ademas de algunas otras que son caracteristicas del nucleo
esteroidal, como los singuletes de los grupos metilos correspondientes a las posiciones
18, 19 y las sefales dobles de los metilos H-21 y H-27 (H-24’ para los derivados
furoespirostanicos) que aparecen a campo alto alrededor de 0.8 ppm, 0.93 ppm, 1.00

ppm y 1.03 ppm respectivamente.

Para los derivados de la diosgenina, la sefial que corresponde al proton olefinico H-6,
se observa tipicamente como una sefal doble con desplazamiento alrededor de 5.3
ppm segln se ha reportado con anterioridad.” Entre las caracteristicas derivadas de la
cadena lateral espirocetalica se destaca también la sefial correspondiente a H-16 que
aparece entre 4.20 y 4.60 ppm en forma de sefial multiple como resultado de los
acoplamientos con los protones vecinos 15a, 158 y 17a.” Se observa, ademas, que la
sefal de H-26 en las 23-oxosapogeninas, (H-25 para los derivados reordenados y los

dioles) se desplaza ligeramente a un campo mas bajo alrededor de 3.4 y 4.0 ppm.
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Tabla 2. 'H- RMN Corrimientos quimicos (ppm) de interés, para los derivados
esteroidales obtenidos.

Protén 58 59 60 62 63 64
H-3 3.48 3.52 3.49 3.46 3.58 3.57
H-6 5.32 5.34 5.32 -—- -—- -—--
H-16 441 4.44 4.60 4.40 4.42 4.59
CHs-18 0.77 0.83 0.77 0.75 0.80 0.72
CHs-19 1.02 1.02 0.90 0.80 0.82 0.76
H-20 -—-- 2.43 2.86 2.10 241 2.85
CHs-21 0.93 1.01 0.92 0.92 0.96 0.89
H-23 2.83 ---- -—-- 2.84 -—--
(ayB) 3.74 3.75
H-24 2.63 ---- 2.26* 2.64 -—-- 2.26*
H-24’ 1.00 1.07 -—-- 1.01 1.00 ----
H-25 pro-S 4.01 3.96 3.77* 4.02 3.95 3.77*
H-25 pro-R 3.48 3.43 3.56*** 3.46 3.43  3.56**
H-27 ---- ---- 1.00 ---- ---- 1.00
OCHgs; 3.71 ---- -—-- 3.72 -—-- -—--

* Sefial correspondiente a H-25. *** Sefial correspondiente a H-26 pro-R .

** Sefial correspondiente a H-26 pro-S.

Las sefiales caracteristicas mostradas por las sapogeninas esteroidales en RMN de **C
en trabajos ya reportados, se pudieron emplear también para la asignacion general del
ndcleo espirostanico base, en cada uno de los derivados obtenidos (Compuestos 58,
62,59y 63).27%°

En la asignacién de las sefiales de *C se observan diferencias significativas en los
carbonos 5 y 6 para el caso de los derivados (58) y (59) (derivados de diosgenina),
debido al doble enlace presente en dicha posicion, lo que tiene como consecuencia un
desplazamiento de dichas sefiales alrededor de 141 ppm y 121 ppm respectivamente,

en comparacion con otras sapogeninas con esta posicion saturada, en las que los
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corrimientos para tales carbonos se observan a un campo mucho mas alto, 44.8 y 28.5

ppm respectivamente.

También se observa una diferencia en los desplazamientos de la sefal correspondiente
al C-23' que para los compuestos reordenados (58) y (62) aparece a campo bajo,
cercano a 172 ppm debido al grupo acido que tales estructuras poseen en esa posicion,
mientras que para los derivados reducidos (59) y (63), las sefales de C-23' estan
préximas a 62.5 ppm, tal corrimiento es ocasionado por la reduccion del acido

carboxilico a alcohol primario.

Tabla 3. **C-RMN. Corrimientos quimicos (ppm).

C# 58 59 60 62 63 64

1 37.16 37.16 37.18 37.4 36.97 36.85
2 31.49 31.39 31.55 34.49 31.5 31.11
3 71.59 71.68 71.62 71.2 71.29 70.92
4 42.15 42.2 42.2 38.15 38.19 37.79
5 140.74 140.69 140.88 44.84 44.84 44.74
6 121.27 121.39 121.14 28.58 28.59 28.47
7 31.95 31.8 31.96 32.19 32.23 32.12
8 31.45 31.55 31.36 35.19 35.14 34.98
9 49.94 49.95 49.99 54.31 54.33 54.24
10 36.56 36.83 36.59 35.55 35.58 35.48
11 20.71 20.78 20.74 20.95 21.02 20.87
12 39.49 39.65 39.53 39.82 39.97 39.72
13 40.7 40.77 40.71 41.05 41.12 40.96
14 56.36 56.29 56.61 56.21 56.16 56.33
15 31.82 31.88 31.75 31.78 31.84 31.58
16 81.33 80.89 83.26 81.36 80.93 83.31
17 62.53 62.61 61.62 62.74 62.84 61.65
18 15.83 16.31 15.97 16.05 16.47 16.09
19 19.33 19.41 19.37 12.3 12.36 12.21
20 37.48 35.74 34.72 37.5 35.82 34.69
21 15.48 16.27 14.34 15.47 16.34 14.21
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22
23
23'
24
24
25
26

27
CH30-23

119.31
59.65
172.47
37.37
15.34
72.44

51.77

120.22
55.63
62.42
36.58

16.2
72.18

109.8
201.8

45.22
35.79
65.57
17.03

119.3
590.71
172.49
36.96
15.39
72.47

51.73

120.19
55.71
62.51
36.84
16.16

72.2

109.72
202.13

45.16
35.74
65.52
16.93

Los compuestos furoespirostanicos obtenidos 58, 59, 62 y 63 se enviaron, junto con
otros derivados esteroidales que pertenecen a un esquema de sintesis mas completo, a
estudios para determinar su actividad biologica como posibles inhibidores del

crecimiento de células tumorales, citotoxicos, e inhibidores de la proliferacion

hongos y levaduras.
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» El tratamiento del acetato de las 23-oxo-sapogeninas diosgenina y tigogenina
con diacetoxiyodobenceno en KOH/MeOH produjo los derivados
furoespirostanicos (22,23R,25R)-23-metoxicarbonil-22,25-epoxi-26,27-
dinorfurost-5-en-3B-ol y (22,23R,25R)-23-metoxicarbonil-22,25-epoxi-26,27-dinor-
5a-furostan-3p-ol, por medio de un reordenamiento de Favorskii, con

rendimientos de moderados a buenos de 62 % y 97 % respectivamente.

» La reduccién de los compuestos reordenados (22,23R,25R)-23-metoxicarbonil-
22,25-epoxi-26,27-dinorfurost-5-en-3-ol 'y  (22,23R,25R)-23-metoxicarbonil-
22,25-epoxi-26,27-dinor-5a-furostan-3p-ol, por acciéon de LiAlH, en THF, produjo
los dioles (22S,23R,25R)-23-hidroximetil-22,25-epoxi-26,27-dinorfurost-5-en-33-
ol y (22S5,23R, 25R)-23-hidroximetil-22,25-epoxi-26,27-dinor-5a-furostan-33-ol

con rendimientos moderados de 63% y 43% respectivamente.

» Se obtuvieron los compuestos (25R)-3p-o0l-5-en-espirostan-23-ona y (25R)-3B-ol-
5a-espirostan-23-ona mediante hidrdlisis basica de los acetatos de las 23-oxo-
sapogeninas diosgenina y tigogenina, con rendimientos altos de 91% y 94%,

respectivamente.

» La caracterizacion de los nuevos derivados furoespirostanicos fue posible por

técnicas espectroscopicas de RMN de *Hy **C y EM (FAB).
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